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Die Fluoreszenz-Korrelat^^-Spektroskopie (FCS) rrtit ihrer^^alisierung in einem 
Mikroskopaufbau (FCM) bewahrt sich insbesondere dort zur Untersuchung biomole- 
kularer Wechselwirkungen, wo die Untersuchungen in sehr geringen Konzentrations- 
bereichen kleiner 1uMol und in Mefcvolumina kleiner 10" 14 I stattfinden 1 . Solange die 
zu untersuchenden Proben homogen sind, spielt der Mefcort nur eine untergeordnete 
Rolle. Im Falle von strukturierten Proben wie zum Beispiel biologischen Zellen, ist die 
Kenntnis bzw. die Auswahl des MeUortes aber von entscheidender Bedeutung. 
Diese Kenntnis Gber den Medort wurde bisher Qber klassische Durchlicht- bzw. Auf- 
licht-Mikroskopie gewonnen. Dazu wurde z.B. zwischen der FCS-Detektionseinheit 
und einer klassischen Flubreszenzmikroskopanordnung umgeschaltet. Die Anwen- 
dung der klassischen Mikroskopie hat mehrere Nachteile. Einerseits werden dabei 
die Proben einen hohen Strahlungsbelastung ausgesetzt, andererseits kann der 
optimale Mefcort im dreidimensionalen Koordinatensystem nicht mit der erforder- 
fchen Prazision von weniger 1 urn lokalisiert werden. 

Die in den PatentansprQchen sowie anhand der bildlichen Darstellungen uhten 
beschriebene Einrichtungen und Verfahren ermoglichen vorteilhaft die Erweiterung 
der FCS Methode zu einem bildgebenden Verfahren (S-FCM). Damit kSnnen Aus- 
sagen zur raumlichen Verteilung der zu untersuchenden molekularen Wechsel- 
wirkungen gewonnen werden. 

In Bild 1 ist eine erste vorteilhafte Anordnung dargestellt. 

Mit einer Mikroskopeinheit MU (hier ein inverses Mikroskop zur Beobachtung einer 
auf einem in x-, y- und z-Richtung verstellbaren Tisch T befindlichen Probe P uber 
ein unterhalb der Probe angeordnetes Objektiv O und eine Tubuslinse TL) wird mit 
Hilfe einer Scaneinheit SU Licht aus einer Laserlichtquelle LLS mit einer Oder meh- 
ren Wellenlangen direkt oder durch eine Lichtleitfaser LF Ober eine Kollimation- 
soptik KO sowie einem primaren Strahlteiler STPS in eine Probe fokusiert. Der 
Scannner S erlaubt das Ablenken des Lichtstrahles in x- und y-Richtung, die Erfas- 
sung unterschiedlicher Probenschichten kann durch die vertikale Verstellung des 
Probentisches T oder des Objektives O erfolgen. Das von der Probe kommende 
Licht durchlauft wieder den Scannner S und wird mittels der sekundaren Strahlteiler 
STSS 1...N den Detektionskanalen DES1...N zugeordnet und in elektrische Signals 
zur Auswertung Qber eine Kontrolleinheit CU in einem Computer C umgewandelt. Die 
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gemessenen Signale werden zur Gewinnung von Bildmformationen genutzt. Mit Hilfe 
einer Strahiumschaltungseinheit BS, beispielsweise eines ein- und ausschwenbaren 
Vollspiegels oder teildurchlassigen Spiegels wird Licht LLF aus einer Laserlichtquelle 
mit einer oder mehreren Wellenlangen mit Hilfe einer FCS-Einheit FU Qber einen 
primaren Strahlteiier STPF in die Probe fokusiert. 

Die Lichtquellen LLS und LLF k6nnen auch identisch sein und Qber geeignete Um- 
lenk- und Schaltelemente in die Einheiten SU bzw. FU eingekoppelt werden. 
Das von der Probe kommende Fluoreszenzlicht wird durch sekundare Strahlteiier 
STSF 1...N in einen oder mehrere FCS-Detektionskanale DEF 1... N geleitet und zur 
Auswertung in elektrische Signale umgewandelt und der Kontrolieinheit CU Qber- 
mittelt. Die Signale werden zur FCS-Analyse verwendet. 

Je nach Anzahl der installierten Detektionskanale kann es sich urn Auto-oder 
Kreuzkorrelationsanalysen handeln. 

ierbei werden am aktuellen Probenort beispielsweise Diffusionszeiten, Teilchen- 
zahlen , Lebensdauern, Anteile von Komponenten ermittelt. 
Die Datenaquise wird fur beide Detektionseinheiten von der gleichen Kontrolieinheit 
CU und einem Computer C mit geeignetem Programm gesteuert. Ebenso erfolgt die 
Steuerung des Probentisches T , der vertikalen Objektiveinstellung des Objektives O 
und der Strahiumschaltungseinheit BS durch diese computergesteuerte Kontroli- 
einheit. Durch die Integration einer FCS-Detektionseinheit in ein konfokales Laser- 
Scanning-Mikroskop-System ergibt sich somit die Moglichkeit, auch FCS-Analyse- 
ergebnisse von Messungen an verschiedene Probenorten zu einem biidhaften Er- 
gebnis zu kombinieren. Dadurch ergibt sich eine vorteilhafte Anordnung, die geeignet 
ist, FCS-MeGorte probenschonend mit hoher Genauigkeit festzulegen und anderer- 
its auch FCS-Ahafysenergebnisse von Messungen an verschiedenen Orten zur 
Bildgebung zu verwenden. 
Beispielsweise ist es vorteilhaft moglich , Qber unterschiedliche Farbgebung eine far- 
bige flachenhafte oder r§umliche Darstellung der Diffusionzeiten oder anderer Ana- 
lysenergebnisse in Abhangigkeit vom Mefcort zu erzeugen. 

Weiterhin kann durch speichermaSige Zuordnung das aufgenommene FCS Bild bei- 
spielsweise als Zusatzfarbe bildlich mit kanalweise andersfarbigen LSM-Bildern ver- 
knupft werden. 
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Es konnen auch FCS/LSI^ifferenz- oder Quotientenbilder o^anderweitige Kom- 
binationen gebildet und dargestellt werden. 

Die erfindungsgemafce Modifikation des Laser-Scanning-Mikroskopes und die wir- 
kungsmaBige Verbindung mit der FCS-Gerateeinheit erfolgt durch geeignete Pro- 
gramme im Computer mittels einer fQr alle Komponenten gemeinsamen Gerate- 
steuereinheit. Scaneinheit, FCS-Einheit Mikroskopeinheit und Probenpositions- 
system sind mechanisch, optisch und elektronisch aufeinander abgestimmt und ver- 
koppelt. 

Nach dem Scannen der Probe konnen Bildpunkte markiert und in die MeRposition fur 
die FCS-Einheit gebracht und vermessen werden. 

Die Auswahl der interessierenden Punkte kann automatisch nach vorgegebenen 
Kriterien (z.B. Raster, Strukturerfassung des Bildes) oder durch den Benutzer nach 
■gpidividuelfer Bewertung des mit der Scaneinheit aufgenommenen Bildes erfoigen. 

Der vorgeschlagene Aufbau ermoglicht die gezielte Auswahl mikroskopisch kleiner 
Mefcorte in der mit der FCS-Methode zu untersuchenden Probe. Auflerdem ist es 
moglich, aus einer systematischen Folge von FCS-Messungen die raumliche Varia- 
tion der FCS-Analysenergebnisse bildhaft zu erfassen, darzustellen und dem LSM- 
Bild zuzuordnen. 
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In Bild 2 ist eine weitere vorteilhafte Anordnung dargestellt. 

Hier ist an/in einer gemeinsamen Einheit SFU eine gemeinsame Lasereinheit LLSF 
vorgesehen sowie ein gemeinsamer Primarstrahlteiler STPFS. Dargestellt sind sepa- 
rate Strahlteiler und Detektoren DEF, STSF und DES, STSS fur die LSM- und FCS- 
Detektion. Vorteilhaft kSnnen die Detektoren DEF und DES baugleich sein. Der 
Meft- und Auswertemodus kann mittels der Kontrolleinheit CU gewahlt werden. 
Die vorteilhafte Anordnung ergibt sich durch die gemeinsame Lokalisation der LSM- 
und der FCS-Detektionskanalen in einer Einheit. Ahnlich dem Aufbau, der in Biid 1 
beschrieben wurde, wird Laserlicht einer oder mehrerer Wellenlangen mit Hilfe einer 
Kollimationsoptik und des primaren Srahlteilers durch eine Scaneinheit in die Probe 
fokusiert. Ein besonderer Vorteil dieses Aufbaus ist, dali auch der Mefcort fur die 
FCS-Messung mit Hilfe der Scanner gewahlt werden kann. Insbesondere ist es da- 
durch moglich, die FCS-Analysenmethode zu einem bildgebenden Verfahren (Scan- 
ing FCM: S-FCSM) vorteilhaft zu erweitern. Reflektiertes Licht und Fluoreszenzlicht 
wird vpm Objektiv aufgefangen, durchlauft wiederum die Scanner und wird von ei- 
nem oder mehreren sekundaren Strahlteilern in einen oder mehrere LSM-Detek- 
tionskanale oder FCS-Detektionskanale umgeleitet. Dabei kann eine Trennung nach 
spektralen Eigenschaften oder Polarisationseigenschaften erfolgen. Das detektierte 
Licht induziert elektrische Signale die zur Kontrolleinheit mit angeschlossenem Com- 
puter nebst geeignetem Programm geleitet und dort zur FCS-Analyse bzw. zur Bild- 
rekonstruktion verwendet werden. 

Das Laser-Scanning-Mikroskop ist hier so modifiziert, dali es Komponenten und 
l^^wswerteverfahren enthalt, die es erlauben, auch FCS-Messungen durchzufQhren. 
^^Bcankomponenten und FCS-Komponenten sind erfindungsgemaG so kombiniert, 
daU eine Strahlteilung bzw. Strahlumschaltung, wie sie im Bild 1 dargestellt wurde, 
entfallen kann. Der Vorteil dieser Anordnung besteht darin, da& zur DurchfQhrung der 
FCS-Analysen an den vorher ausgewahlten Punkten keine Probenbewegungen mehr 
erforderlich sind, da der Meftort mit Hilfe der Scanner und durch vertikale Verstellung 
des Objektivs eingestellt werden kann. 

Die wirkungsmaliige Verbindung der Betriebsmodi erfolgt, indem entweder direkt 
warend des Scanvorganges der Scanner angehalten wird und an dem hierdurch ein- 
gestellten Probenpunkte eine FCS- Auswertung verfolgt oder nach dem Scanvor- 
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gang durch Einstellen <W Spiegel oder Verstelleri des l^hes bei. stehenden 
Scannerspiegeln an bestimmten Punkten eine FCS Auswertung erfolgt 
Durch die Anordnung gemaB Bild 2 sind FCS-Messungen mit hoher Positionier- 
genauigkeit in kurzerer Folge moglich. Dieser vorgeschlagene Aufbau stellt ein scan- 
nendes Fluoreszenz-Korrelations-Mikroskop (S-FCM) dar, welches erfindungsgemaB 
sowohl strukturelle als auch biochemische Informationen bildhaft darstellen kann. 
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Patentanspruche 

1. 

Einrichtung zur Detektion von Fiuoreszenzlicht mit wenigstens einer bildgebenden 
Mikroskopeieinheit und wenigstens einer Geratekomponente zur Analyse molekula- 
rer Wechselwirkungen in kleinen Volumina, gekennzeichnet dadurch, dafc 

• Mefiorte fur die Analyse molekularer Wechselwirkung mit Hilfe des bildgebenden 
Verfahrens mindestens zweidimensional bestimmt und ausgewahlt werden 

• sowohl die bildgebende Mikroskopeinheit als auch die Geratekomponente mit 
einer gemeinsamen Steuereinheit betrieben werden, 

• und uber die Steuereinheit und einen Computer mindestens die Analysenergeb- 
nisse der Geratekomponente bildhaft dargestellt werden. 




2. Einrichtung nach Anspruch 1 , wobei die Analysenergebnisse dem Bild der bildge- 
enden Mikroskopeinheit zugeordnet werden. 
3.. 

Einrichtung nach Anspruch 1 Oder 2 wobei die Analyse molekularer Wechselwirkun- 
gen mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) erfolgt und die Ein- 
heit zur Bildgebung auf dem Prinzip der Laser-Scanning-Mikroskopie beruht. 
4. 

Einrichtung nach einem der Anspriiche 1-3 wobei die Auswahl des Probenortes fur 
die FCS-Messung mit Hilfe eines verfahrbaren Probentisches und/oder vertikaler 
Verstellung des Objektives manuell und/ oder automatisch erfolgt 

5. • 

Einrichtung nach einem der Anspriiche 1-4, wobei die Auswahl des Probenortes 
lanuell und/ oder automatisch fur die FCS-Messung mit Hilfe von mindestens einem 
Scanner erfolgt. 
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Efinrichtung zur Detektion des von einer beleuchteten Probe kommenden Lichtes, 
insbesondere nach einem der Anspruche 1-5 bestehend aus einem Laser- Sanning- 
Mikroskop (LSM) und einer in den Beleuchtungstrahlengang des LSM zwischen dem 
Scanner des LSM und der Probe eingekoppelten Anordnung zur Anregung und 
Erfassung von FCS uber eine gerneinsame Auswerteeinheit. 
7. 

Einrichtung zur Detektion des von einer beleuchteten Probe kommenden Lichtes, 
insbesondere nach einem der Anspruche 1-5, 

bestehend aus einem Laser- Sanning- Mikroskop (LSM), wobei dem Scanner des 
LSM in Richtung der Detektion neben den LSM- Detektoren weitere Detektoren zur 
Erfassung von FCS - Signalen nachgeordnet sind und/ oder die Betriebsweise der 
^LSM Detektoren von einer gemeinsamen Steuereinheit auf FCS Auswertung um- 
■jjSSgeschaltet wird. . 
8. 

Verfahren zur Detektion des von einer beleuchteten Probe kommenden Lichtes, 
insbesondere nach einem der Anspruche 1-7 , 

wobei die Probe punktweise mindestens zweidimensional mit Beleuchtungslicht ab- 
gescannt und das von der Probe kommende Licht uber mindestens einen ersten 
Detektor detektiert wird 

und wahrend des Scanvorganges und / oder nach dem Scanvorgang fur mindestens 
einen Probenpunkt eine FCS - Auswertung erfolgt 

JVerfahren nach Anspruch 8 wobei fur mindestens einen Probenpunkt eine Abspei- 
cherung und speichermafiige Zuordnung sowohl des beim Scannen detektierten 
Wertes als mindestens eines bei der FCS-Auswertung detektierten Wertes erfolgt. 
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10. 

Verfahren nach Anspruch 8 oder 9 . wobei die obenstehenden Verfahrensschritte 
fur mehrere automatisch und/ oder manuell vorgewahlte Probenpunkte erfolgen 



11. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 8-10. wobei Mittel zur gemeinsamen bild- 
lichen Darstellung der beim Scannen und bei der FCS-Auswertung ermittelten Werte 
vorgesehen sind. 
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